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【摘要 】 背景 食管 癌 是 一 种 在 中 国力 至 全 球 范围 内 常见 的 消化 道 恶性 肿 痪 ， 具 有 很 高 的 发 病 率 和 致死 率 。 石 
(SJC ) 作为 传统 中 药 ， 其 清热 解毒 、 活 血 镇 痛 之 功 常用 于 食管 癌 的 治疗 中 。 药 理 实验 研究 证 明 ， 石 见 穿 具 有 抗 
癌 性 ， 可 有 效 治疗 多 种 恶性 肿瘤 。 目 的 ”基于 铁 死亡 探讨 石 见 穿 抑制 C57 小 鼠 食 管 原 位 癌 发 生发 展 的 作用 和 机 制 。 方 
法 2022 年 2 月 一 2023 年 2 月 选取 SPF 级 C57BL/6 上 肉 鼠 90 只， 随机 分 为 对 照 组 (Control 组 ,n=15) 、 单 纯 4NQO 诱 
癌 组 (4NQO 组 , n=25 ) 、4NQO+ 石 见 穿 低 剂量 组 (4NQO/SJC (91 mg ) 组 , n=25 ] 和 4NQO+ 石 见 穿 高 剂量 组 (4NQO/ 
SJC (182 mg ) 组 ，n=25 ] 。 采 用 4NQO 诱导 的 方式 进行 C57 小 鼠 食 管 癌 原 位 模型 的 制备 。 观 察 小 鼠 活 动情 况 ， 记 录 
其 精神 状况 和 进食 饮水 情况 ， 每 隔 8 周 分 组 测量 小 鼠 体 质量 并 进行 记录 。32 周 后 进行 食管 组 织 苏 木 素 - 伊 红 (HE ) 
染色 和 病理 学 分 析 。 测 定 食管 组 织 Fe*、 谷 胶 甘 肽 ( GSH ) 和 两 二 醛 (MDA ) 含量 ,采用 蛋白质 印迹 法 检测 小 鼠 食 管 
组 织 中 核 受 体 共 激活 因子 4(NCOA4 ) ， 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 4 ( GPX4 ) 蛋白 质 的 表达 水 平 。 采 用 Kaplan-Meier 法 绘 
制 小 鼠 的 生存 曲线 ， 生 存 曲 线 的 比较 采用 Breslow 检验 。 结 果 ” 造 模 8、16、24、32 周 4NQO 组 、4NQO/SJC (91 mg) 
组 、4NQO/SJC (182 mg ) 组 小 鼠 体 质量 低 于 Control 组 ，32 周 4NQO/SJC (91 mg ) 组 、4NQO/SJC (182 mg ) 组 小 鼠 
体质 量 高 于 ee. 组 ( P<0.05 ) 。Breslow 检验 结果 显示 ,4 组 小 鼠 生 存 曲 线 比 较 ， 差异 有 统计 学 意义 ( x =9.907， 
P=0.019 ) 。HE 染色 结果 可 见 ，4NQO 组 小 鼠 食 管 上 皮 组 织 旦 现 异常 增生 ， 细 胞 排列 亲 乱 ， 出 现 角 化 珠 等 异常 病理 改 
1 组 比较 ，4NQO/SJC (91 mg ) 和 4NQO/SJC (182 mg ) 组 食管 上 皮 组 织 病 理学 改变 明显 改善 。4NQO 组 、 
4NQO/SJC (91 mg ) 组 、4NQO/SJC (182mg) 组 Fe”*、MDA 均 低 于 Control 组 ，GSH 均 高 于 Control 组 ; 4NQO/SJC (91 
mg ) 组 、4NQO/SJC (182 mg ) 组 Fe*、MDA 均 高 于 4NQO 组 ，CSH 均 低 于 4NQO 组 ; 4NQO/SJC (182 mg ) 组 Fe*、 
MDA 均 高 于 4NQO/SJC (91 mg) 组 ，GSH 均 低 于 4NQO/SJC (91 mg) 组 (P<0.05)。4NQO 组 NCOA4 低 于 Control 
组 、4NQO/SJC (91 mg ) 组 、4NQO/SJC (182 mg ) 组 ，GPX4 高 于 Control 组 、4NQO/SJC (91 mg ) 组 、4NQO/SJC ( 182 
组 ; 4NQO/SJC (91 mg ) 组 、4NQO/SJC ( 182 mg ) 组 GPX4 高 于 Control 组 。 结 论 。 石 见 穿 可 干预 食管 癌 的 发 生发 
展 ， 其 机 制 可 能 与 NCOA4 介 导 的 铁 和 蛋白 吞 噬 作 用 相关 。 
【关键 词 】 食管 癌 ; 铁 死 亡 ; 石 见 穿 ， 原 位 癌 诱 导 模 型 ; 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 4; 核 受 体 共 激活 因子 4 
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[Abstract] Background FEsophageal carcinoma is a common malignant tumor of the gastrointestinal tract in China 
and even globally, with a high incidence and mortality rate. As a traditional Chinese medicine, Chinese Sage Herb (SJC) 
has the effects of clearing heat and detoxifying, promoting blood circulation and easing pain in the treatment of esophageal 


cancer. Pharmacological experimental studies have proved that SJC has anticancer properties and can effectively treat a variety of 
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malignant tumors. Objective To explore the effect and mechanism of SJC in the inhibition of carcinoma in situ esophageal cancer 
development of C57 mice based on ferroptosis. Methods Ninety SPF grade C57BL/6 female mice were selected from February 
2022 to February 2023 and randomly divided into Control group (n=15) ，simple 4NOO-induced cancer group ( 4NQO group, 
n=25 ) ，4NQO+ low-dose SJC group [ 4NQO/SJC (91 mg ) group, n=25 ] and 4NQO+high dose SJC group [ 4NQO/SJC (182 
mg ) group, n=25 ] . The preparation of in situ model of esophageal cancer in C57 mice was carried out using 4NQO induction. 
The activities of the mice were observed, their mental state, food and water intake were recorded, and the body mass of the mice 
was measured and recorded at 8—week intervals. Hematoxylin—eosin ( HE ) staining and pathological analysis of esophageal tissue 
were performed after 32 weeks. The contents of Fe ，glutathione (GSH ) and malondialdehyde ( MDA ) in esophageal tissues 
were determined, and the expression levels of nuclear receptor coactivator 4 ( NCOA4 ) and glutathione peroxidase 4 ( GPX4 ) 
in esophageal tissues of mice were detected by western blot. Kaplan—Meier method was used to plot the survival curves of mice, 
and Breslow test was used to compare the survival curves. Results The body mass of mice in 4NQO group, 4NQO/SJC (91 
mg ) group and 4NQO/SJC (182 mg ) group at 8, 16, 24 and 32 weeks of modeling was lower than that in Control group. The 
body mass of 4NQO/SJC( 91 mg )group and 4NQO/SJC( 182 mg )group at 32 weeks was higher than that of 4NQO group( P<0.05 ). 
The results of Breslow test showed that there was significant difference in the survival curves of mice in the four groups( X "=9.907, 
P=0.019 ) . The results of HE staining showed that esophageal epithelial tissue of mice in 4NQO group showed abnormal 
proliferation, disordered cell arrangement, and abnormal pathological changes such as keratinized beads. Compared with 4NQO 
group, the esophageal epithelial histopathological changes in 4NQO/SJC (91 mg ) and 4NQO/SJC ( 182 mg ) groups were 
significantly improved. Fe’’ and MDA in 4NQO, 4NQO/SJC ( 91 mg ) and 4NQO/SJC ( 182 mg ) groups were lower than those 
in Control group，and GSH was higher than that in Control group. Fe” and MDA in 4NQO/SJC (91 mg ) and 4NQO/SJC ( 182 
mg ) groups were higher than those in 4NQO group, and GSH was lower than that in 4NQO group. Fe” and MDA in 4NQO/SJC 
(182 mg ) group were higher than those in 4NQO/SJC ( 91 mg ) group, and GSH in 4NQO/SJC (91 mg ) group was lower than 
that in 4NQO/SJC (91 mg ) group ( P<0.05 ) . NCOA4 in 4NQO group was lower than that in Control group，4NQO/SJC (91 
mg ) group and 4NQO/SJC (182 mg ) group, and GPX4 was higher than that in Control group，4NQO/SJC (91 mg ) group and 
4NQO/SJC (182 mg ) group. The GPX4 of 4NQO/SJC (91 mg ) group and 4NQO/SJC ( 182 mg ) group was higher than that 
of Control group. Conclusion It is proved that SJC can interfere with the development of esophageal cancer development by a 
mechanism that may be related to NCOA4-mediated ferritin phagocytosis. 
【 Key words 】 Esophageal carcinoma; Ferroptosis; Salvia chinensia; Benth; Induction of carcinoma in situ; 
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食管 癌 是 一 种 发 生 于 全 球 范围 内 的 消化 道 恶 性 肿 
瘤 ，2020 年 统计 结果 显示 ， 食 管 癌 在 癌症 总 发 病 率 中 
排名 第 8 位， 总 致死 率 高 居 全 球 第 6 位 '' |。 食管 癌 发 
病 隐匿 ， 往 往 初 次 诊断 便 已 经 是 中 晚期 水 平 ， 因 此 治疗 
效果 欠 佳 ， 预 后 差 。 在 饮食 、 情 志 等 因素 影响 下 ， 食 管 
癌 的 患 病 率 仍 在 逐年 增高 "| 。 现 阶段 临床 上 主要 治疗 
措施 有 手术 、 化 疗 、 分 子 靶 向 治疗 等 ， 尼 存在 不 良 反应 。 
传统 中 医药 治疗 以 其 增强 疗效 且 降 低 副 作用 的 优势 ， 被 
广泛 应 用 于 临床 当中 。 

石 见 穿 ， 以 紫 参 的 全 草 人 药 ， 其 味 辛 、 苦 ， 性 微 寒 ， 
以 其 清 利 湿热 , 活血 化 瘀 之 功 ， 用 于 哮 肪 、 痰 哗 、 痛 肿 、 
疗 辣 等 多 种 疾病 的 治疗 。《 类 证 制裁 》 中 记载 ，“ 气 灌 
成 哮 者 ， 宣 理气 隧 ， 宜 用 石 见 穿 。” 近 年 来 ， 许 多 药理 
实验 证 实 石 见 穿 及 其 提取 物 具 有 抗 癌 作用 ， 其 具体 
机 制 仍 需 进一步 探究 。 

铁 死亡 是 近年 来 被 提出 的 一 种 程序 性 细胞 死亡 形 
式 ， 以 铁 依赖 性 脂 质 活性 氧 的 积累 作为 主要 特征 “| 。 
诸多 证 据 表 明 ， 铁 死亡 作用 于 癌症 的 靶 点 众多 ,可 为 


临床 提供 新 的 诊治 思路 。 因 此 ， 本 研究 旨 在 观察 
石 见 穿 干预 4- 硝 基 哗 啉 1- 氧化 物 (4NQO ) 诱导 的 
C57BL/6 小 鼠 原 位 食管 癌 的 作用 和 机 制 ， 为 石 见 穿 在 食 
管 癌 治 疗 中 的 应 用 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 动物 

2022 年 2 月 一 2023 年 2 月 选取 SPF 级 C57BL/6 上 峻 
鼠 90 只 ， 体 质量 14~17 g， 鼠 龄 35~41 d。 小 鼠 购 自 北 
京 维 通 利 华 实验 动物 技术 有 限 公 司 ， 均 饲养 于 河北 医科 
大 学 中 西医 结合 学 院 动物 中 心 ， 实 验 前 12 M12 bh 光 暗 
循环 适应 性 饲养 1 周 。 所 有 实验 方法 按照 河北 医科 大 学 
第 四 医院 动物 伦理 委员 会 的 指导 方针 进行 ( 审核 号 : 
IACUC-4th Hos Hebmu-2022003 ) 。 
12 ”药物 和 试剂 

石 见 穿 (SIC) 颗粒 剂 (江阴 药 业 ， 货 号 : 
19092701 ), 4NQO( sigma, 货号 : N8141 ); 丙 二 醛 ( MDA ) 
测定 试剂 盒 、 还 原型 谷 胱 甘 肽 ( GSH ) 测定 试剂 盒 、 组 
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织 铁 测定 试剂 盒 ( 南京 建成 ， 货 号 ; A003-1-1、A006- 
1-1、A039-2-1 ) ; 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 4 ( GPX4 ) 抗 
体 (Proteintech， 货 号 : 67763-1-Ig ) ， 核 受 体 共 激 活 
因子 4 (NCOA4 ) (abcam， 货 号 : ab86707 ) 。 
1.3 ”实验 仪器 

4%C /-20% 亲 箱 (日 本 Sanyo ) ，-80% 低温 冰箱 (日 
本 Sanyo ) ， 数 字 天 平 TD6001 型 ( 美国 sigma ) ， 正 置 
显微镜 (BX63, 日 本 Olympus ) ， 脱 水 机 、 包 埋 机 、 冻 
台 (武汉 俊杰 ) ,病理 切片 机 ( 上 海 徕卡 ) ， 组 织 摊 片 
机 (金华 科 迪 ) ， 微 波 炉 (格兰仕 ) 。 
1.4 实验 方法 
1.4.1 诱 癌 剂 制 备 ， 参照 4NQO 诱导 小 鼠 原 位 食管 癌 模 
型 法 '" | ， 将 诱 癌 剂 4NQO 溶解 于 1，2- 丙二醇 中 ， 配 
制 浓度 为 2% 的 母液 ， 于 -20 XC 冰 箱 中 保存 ， 使 用 时 用 
纯净 水 稀释 成 浓度 为 0.1 gL 的 工作 液 。 
1.4.2 ”分 组 和 给 药 : 90 只 C57BL/6 小 鼠 ， 适 应 性 饲养 
1 周 后 ， 随 机 分 为 对 照 组 (Control 组 , n=15) 、 单 纯 
4NQO 诱 癌 组 (4NQO 组 , n=25) 、4NQO+ 石 见 穿 低 
剂量 组 [4NQO/SJC (91 mg ) 组 ，n=25]】 和 4NQO+ 石 
见 穿 高 剂量 组 (4NQO/SJC (182 mg ) 组 , n=25] 。 除 
Control 组 外 ， 其 余 各 组 小 鼠 均 予 浓度 为 0.1 gL 的 4NQO 
溶液 自由 饮用 ，16 周 后 均 改 用 普通 饮用 水 ; 所 有 小 鼠 
给 予 普通 饲料 ，4NQO/SJC (91 mg ) 组 、4NQO/SJC ( 182 
mg ) 组 小 鼠 第 8 周 开始 给 予 混入 石 见 穿 颗 粒 的 饲料 ， 
饲料 干预 至 32 周 。 参 考 石 见 穿 临 床 给 药剂 量 30~60 g 
( 人 平均 体质 量 60 kg， 鼠 平均 体质 量 20 g， 换 算 系数 
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=1 : 9 加 入 0.9% 所 化 钠 深 液 ， 剪 碎 义 浆 ， 离 心 10 min 
(离心 半径 8.5 em, 转速 2500 ymin ) , 取 上 清 液 待 测 。 
检测 时 按照 试剂 盒 说 明 书 操作 ， 在 520 nm 处 测定 吸光 
度 值 ， 按 照 说 明 书 公式 计算 出 食管 组 织 中 的 Fe” 浓度 。 
取 上 述 上 清 液 ， 按 说 明 书 配置 不 同比 例 的 工作 液 ， 按 顺 
序 依次 加 入 混合 , 在 532 nm 处 检测 MDA 吸光 度 值 ， 在 
405 nm 处 检测 GSH 吸光 度 值 ， 按 照 说 明 书 公式 分 别 计 
算 待 测 样本 中 MDA 和 GSH 的 含量 。 

1.47 蛋白质 印 迹 法 (Western blot ) 检测 食管 组 织 
NCOA4、GPX4 蛋白 表达 : 取材 后 分 别提 取 各 组 小 鼠 的 
食管 组 织 蛋白 , 用 BCA 试剂 盒 检测 蛋白 质 浓度 ， 上 样 、 
电泳 、 转 膜 、 封 闭 、 洗 膜 后 ， 用 一 抗 及 荧光 二 抗 对 其 进 
行 孵育 ,0dyssey 检测 仪 显 影 。 以 B 肌 动 蛋白 ( B -actin ) 
为 内 参 ， 采 用 Image J 软件 计算 NCOA4 、GPX4 的 蛋白 
相对 表达 水 平 。 

1.3 统计 学 方法 

采用 SPSS 27.0 统计 学 软件 进行 数据 分 析 ， 符 合 正 

态 分 布 的 计量 资料 采用 (x+s ) 表示 ， 多 组 间 比 较 采 用 
单 因 素 方 差分 析 ， 组 间 两 两 比较 采用 LSD-: 检验 ， 等 级 
资料 采用 秩 和 检验 。 采 用 Kaplan-Meier 法 绘制 小 鼠 的 生 
存 曲线 ， 生 存 曲 线 的 比较 采用 Breslow 检验 。 以 P<0.05 
为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 


2.1 4 组 小 鼠 一 般 情 况 、 体 质量 、 生 存 率 比较 
实验 开始 8 周 内 各 组 小 鼠 一 般 情况 无 明显 差异 ，16 


9.1 : 1 ) ，4NQO/SJC (91 mg ) 组 的 每 日 给 药剂 量 
为 91 mg，4NQO/SJC (182 mg ) 组 的 每 日 给 药剂 量 为 
182 mg。 

1.4.3 ”小 鼠 一 般 情况 与 体质 量 测 定 : 观察 小 鼠 活动 情况 ， 
记录 其 精神 状况 和 进食 饮水 情况 ， 每 阳 8 周 分 组 测量 小 
鼠 体 质量 并 进行 记录 。 

1.4.4 ”组 织 处 理 : 32 周 后 ，0.3% 戊 巴 比 妥 钠 0.05 mL/g 
过 量 麻 醉 处 死 小 鼠 ， 剥 离 取 出 食管 组 织 并 肉眼 检查 。 将 
食管 组 织 平 铺 固 定 于 防 静 电 橡胶 板 上 ， 检 查 其 表面 是 否 
光滑 或 明显 增 粗 ， 有 无 四 凸 不 平 或 小 结 节 ， 拍 照 记录 后 
将 组 织 固 定 、 脱 水 、 透 明 、 包 埋 ， 最 终 切 为 厚度 4 hm 
的 薄片 。 

1.4.5 食管 组 织 苏 木 素 - 伊 红 ( HE ) 染 色 和 病理 学 分 析 : 

脱 蜡 水 化 后 ， 将 切片 依次 进行 苏 木 素 染 色 和 伊 红 染色 ， 

脱水 透明 ， 中 性 树胶 封 片 ， 在 光学 显微镜 下 观察 食管 组 
织 的 病理 变化 , 由 2 位 病理 学 专业 人 员 独 立 判 断 , 若 2 
位 专家 意见 不 同 ， 由 第 3 位 专家 进行 判断 。 可 观察 到 的 
病理 组 织 结构 有 正常 上 皮 、 轻 度 异 型 增生 、 重 度 异 型 增 
生 与 鳞 状 细胞 癌 。 

1.4.6” 取 部 分 食管 组 织 准 确 称 量 , 按 重量 (g ) 体积 (mL ) 


周 经 4NQO 处 理 小 鼠 较 Control 组 活动 减弱 ,精神 萎靡 。 
其 中 ，4NQO/SJC (91 mg ) 与 4NQO/SJC (182 mg ) 组 小 
鼠 相 较 于 单纯 4NQO 诱 癌 组 更 为 活跃 ,精神 较 好 。 

4 组 小 鼠 造 模 0 周 体质 量 比 较 ， 差 异 无 统计 学 意义 
( P>0.05 ) ， 造 模 8、16、24、32 周 体质 量 比 较 ， 差 异 
有 统计 学 意义 (P<0.05 ) 。 组 间 比 较 结 果 显 示 ， 造 模 
8、16、24、32 周 4NQO 组 、4NQO/SJC (91 mg ) 组 、 
4NQO/SJC( 182 mg ) 组 小 鼠 体质 量 低 于 Control 组 ，32 
周 4NQO/SJC (91 mg ) 组 、4NQO/SJC ( 182 mg ) 组 小 鼠 
体质 量 高 于 4NQO 组 ， 差 异 均 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 
见 表 1。 

Breslow 检验 结果 显示 ，4 组 小 鼠 生 存 曲线 比较 ， 差 
异 有 统计 学 意义 ( x =9.907，P=0.019 ) ， 其 中 Control 
组 生存 率 为 100%，Control 组 生存 率 为 56%，4NQO/SJC 
(91 mg ) 组 生存 率 为 76%，4NQO/SJC (182 mg ) 组 生 
存 率 为 80%， 见 图 1。 

3.2 4 组 小 鼠 食管 大 体形 态 观 察 

Control 组 小 鼠 食 管 管 壁 平滑 ， 弹 性 充足 ，4NQO 组 
小 鼠 食 管 管 壁 有 明显 增 粗 现 象 ， 弹 性 较 差 ， 多 见 大 小 不 
等 结 节 ， 尤 其 在 食管 中 下 段 最 为 常见 ，4NQO/SJC (91 
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表 1 4 组 小 鼠 体质 量变 化 情况 〈g ) 
Table 1 Changes of body mass in 4 groups of mice 


分 组 只 数 0 周 8 周 16 周 a 24 周 a 32 周 a 
Control 组 15 15.47 + 0.49 17.24 + 0.53 19.06 + 0.75 23.12 + 0.94 29.44+ 1.91 
4NQO 组 25 15.56 + 0.43 16.90 + 0.35" 16.08 + 3.37" 14.67 + 4.93" 12.13 + 6.76" 
4NQO/SJC (91 mg) 组 25 15.46 + 0.56 16.77+0.44" 15.58 + 3.28" 15.50 + 3.53" 16.28 + 5.86™ 
4NQO/SJC (182mg) 组 25 15.49 + 0.79 16.66 + 0.69" 14.72 + 4.46" 15.65 + 3.62" I 5 
下 值 0.116 4.269 5.228 18.699 33.228 
P 值 0.951 0.007 0.002 <0.001 <0.001 


注 : 4NQO0= 核 受 体 共 激 活 因子 4, Control 组 = 对 照 组 ,4NQO 组 = 单纯 4NQO 诱 癌 组 4NQO/SJC( 91 mg ) 组 =4NQO+ 石 见 穿 低 剂量 组 , 4NQO/SJC( 91 
mg ) 组 =4NQO+ 石 见 穿 高 剂量 组 ;“ 表示 小 鼠 存 在 缺失 ," 表示 与 Control 组 比较 P<0.05,“ 表 示 与 4NQO 组 比较 P<0.05, “表示 与 4NQO/SJC ( 0.91 


g) 组 比较 P<0.05。 


mg ) 组 和 4NQO/SJC (182 mg ) 组 小 鼠 食 管 变 化 介 于 上 
述 两 组 之 间 ， 较 4NQO 组 食管 光滑 细 润 ， 结 节 数 量 相对 


较 少 ， 见 图 2。 
100 
80 1 
六 60 
呈 40 be (ontrol 组 
一 一 4NQO 组 
20 ! 4NQO/SJC (91 mg ) 组 
一 一 4NQO/SJC (182mg) 组 
0 4 8 12 16 20 24 28 32 


时 间 ( 周 ) 
注 Control 组 = 对 照 组 ,4NQO 组 = 单纯 4NQO 诱 癌 组 ,4NQO/SJC( 91 
mg ) 组 =4NQO+ 石 见 穿 低 剂量 组 ，4NQO/SJC (91 mg ) 组 =4NQO+ 石 
见 穿 高 剂量 组 
1 实验 周期 内 小 鼠 Kaplan-Meier 生存 曲线 


Figure 1 Kaplan Meier survival curve of mice during the experimental 


cycle 


注 : A 为 Control 组 , B 为 4NQ0 组 , C 为 4NQO/SJC (91mg) 组 ， 
DD 为 4NQO/SJC (182 mg) 组 。 
2 4 组 小 鼠 食 管 大 体形 态 
Figure2 Gross morphology of esophagus in 4 groups of mice 


3.3 4 组 小 鼠 食管 组 织 HE 染色 及 病理 学 分 析 结 果 

HE 染色 可 使 细胞 核 与 胞 质 内 核酸 染 成 蓝 色 ， 细 胞 
质 与 细胞 外 基质 染 成 红色 。 染 色 结 果 可 见 ，Control 组 小 
鼠 食管 组 织 未 发 现 异 常 病理 改变 , 上 皮 组 织 基 底层 完整 ， 
上 皮层 薄 厚 适度 ， 细 胞 排列 整齐 ; 4NQO 组 小 鼠 食 管 上 


皮 组 织 呈 现 异 常 增生 ， 细 胞 排列 紊乱 ， 出 现 角 化 珠 等 异 
常 病理 改变 ; 与 4NQO 组 比较 ，4NQO/SJC (91 mg ) 和 
4NQO/SJC( 182 mg ) 组 食管 上 皮 组 织 病理 学 改变 明显 改 
善 ， 其 中 4NQO/SJC (182 mg ) 组 病变 水 平 较 4NQO/SJC 
(91 mg ) 低 ， 见 图 3。 


注 : A 为 Control 组 , B 为 4NQO0 组 , C 为 4NQO/SJC (9lmg ) 组 ， 
D 为 4NQOSJC (182mg) 组 。 

3 4 组 小 鼠 食管 上 皮 组 织 HE 染色 结果 ( x 200 ) 
Figure3 HE staining results of esophageal epithelial tissues in 4 groups of 


mice 


病理 结果 表明 ，32 周 后 Control 组 小 鼠 食管 未 发 现 
明显 病理 组 织 改变 ; 4NQO 组 小 鼠 (n=14 ) 有 14.3%( 2/14 ) 
组 织 标 本 出 现 轻 度 异 型 增生 ，35.7% ( S/14 ) 组 织 标本 
出 现 中 度 异 型 增生 ，50.0% (7/14 ) 样本 出 现 鳞 状 细胞 
癌 ; 4NQO/SJC ( 91 mg ) 组 小 鼠 (n=19 ) 有 31.6% (6/19 ) 
组 织 标本 出 现 轻 度 异型 增生 ， 有 42.1% ( 8/19 ) 组 织 标 
本 出 现 重 度 异 型 增生 ， 有 26.3% (5/19 ) 组 织 标本 出 现 
鳞 状 细胞 癌 ; 4NQO/SJC (182 mg ) 组 小 鼠 (n=20) 有 
45.0%( 9/20 ) 组 织 标本 出 现 轻 度 异型 增生 , 40.0% ( 8/20 ) 
组 织 标 本 出 现 重度 异型 增生 ，15.0% ( 3/20 ) 组 织 标本 
出 现 鳞 状 细 胞 癌 。3 组 小 鼠 病 理 结果 分 型 比较 ， 差 异 有 
统计 学 意义 ( P<0.001 ) 。 
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3.4 4 组 小 鼠 食管 组 织 Fe*、GSH 和 MDA 含量 比较 

4 组 小 鼠 食管 组 织 Fe*、GSH 和 MDA 含量 比较 ， 
差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05) ， 其 中 4NQO 组 、4NQO/ 
SJC (91 mg) 组 、4NQO/SJC (182 mg) 组 Fe”*、MDA 
均 低 于 Control 组 , GSH 均 高 于 Control 组 ; 4NQO/SJC (91 
mg) 组 、 4NQO/SJC (182 mg) 组 Fe*、MDA 均 高 于 
4NQO 组 ，GSH 均 低 于 4NQO 组; 4NQO/SJC (182 mg ) 
组 Fe*、MDA 均 高 于 4NQO/SJC (91 mg) 组 ，GSH 均 
低 于 4NQO/SJC (91 mg ) 组 ， 见 表 2。 


表 2 4 组 小 鼠 食管 组 织 Fe* 、GSH 和 MDA 含量 比较 结果 ( mg/g ) 
Table 2 Comparison of Fe’’, GSH and MDA contents in esophageal 


tissues of mice in 4 groups 


分 组 只 数 Fe CSH MDA 
Control 组 15 1.34+0.06 2.38 +0.06 0.36 + 0.04 
4NQ0 组 14 049+0.10° 8.35+0.08” 0.18+0.01 
4NQO/SJC (9lmg) 组 19 1.08z0.05* 6.11+022* -0.28+0.02" 
4NQOSJC (182mg) 组 20 121+004 290+023 0.32+0.04 

下 值 99.246 384.764 19.491 

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 


注 : GSH= 谷 胱 甘 肽 ，MDA= 丙 二 醋 ;“ 表 示 与 Control 组 比较 
P<0.05,，“ 表示 与 4NQO 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 4NQO/SJC (91 mg ) 
组 比较 P<0.05。 


3.5 4 组 小 鼠 食 管 组 织 NCOA4、GPX4 蛋白 表达 水 平 
4 组 小 鼠 食管 组 织 NCOA4、GPX4 蛋白 表达 水 平 比 
较 , 差异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) 。 组 间 比 较 结果 显示 ， 
4NQO 组 NCOA4 低 于 Control 组 、 4NQO/SJC (91 mg ) 组 、 
4NQO/SJC ( 182 mg ) 组 ，GPX4 高 于 Control 组 、4NQO/ 
SJC(91 mg ) 组 、 4NQO/SJC ( 182 mg ) 组 ; 4NQO/SJC (91 
mg ) 组 、4NQO/SJC ( 182 mg ) 组 CPX4 高 于 Control 组 ， 
差异 均 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 3、 图 4。 


表 3 4 组 小 鼠 食 管 组 织 NCOA4、GPX4 蛋白 相对 表达 量 
Table 3 The protein expression levels of NCOA4 and GPX4 in esophageal 


tissues of four groups of mice 


分 组 只 数 NCOA4 GPX4 
Control 组 15 1.00 + 0.14 1.00 + 0.11 
4NQO 组 14 0.42 + 0.22° 1.91 + 0.26" 
4NQO/SJIC (91 mg ) 组 19 1.05 + 0.03" 1.56 + 0.10™ 
4NQO/SJIC (182mg) 组 ”20 1.22 + 0.19 1.33 + 0.15* 
下 值 13.735 20.289 
P 值 0.002 <0.001 


注 : NCOA4= 核 受 体 共 激 活 因子 4，GPX4= 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 


4;“ 表 示 与 Control 组 比较 P<0.05， 


表示 与 4NQO/SJC (91 mg ) 组 比较 P<0.05。 


3 讨论 


"表示 与 4NQO 组 比较 P<0.05, 


食管 瘤 在 中 医 上 谓 之 “ 嘻 腊 ”, 历代 医家 各 有 论述 。 
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4NQO/SIC 4NQO/SJIC 


Control 组 ”4NQO 组 (91mg) 组 (182mg) 组 


Actin 42 kD 


注 : NCOA4= 核 受 体 共 激 活 因子 4, GPX4= 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 4。 
图 4 蛋白质 免疫 印迹 法 测 各 组 小 鼠 食管 组 织 GCPX4、NCOA4 和 actin 
蛋白 的 表达 情况 

Figure 4 Expression levels of GPX4, NCOA4 and actin proteins in 


esophageal tissues of mice in four groups measured by western blot 


作为 传统 用 于 治疗 嘻 肪 的 药物 ， 石 见 穿 以 其 清热 解毒 、 
消 肿 散 结 之 功 被 沿用 至 今 。 研 究 表 明 ， 石 见 穿 及 其 提取 
物 具 有 十 分 显著 的 抗 癌 效 果 ， 对 乳腺 癌 、 肝 癌 等 多 种 恶 
性 肿瘤 均 疗效 显著 '”! 。 本 团队 前 期 研究 已 经 证 实 石 
见 穿 通过 腺 背 酸 活化 蛋白 激酶 /Unc-5S1 样 激酶 1( AMPK/ 
ULK1 ) 信号 通路 诱导 食管 癌 细 胞 发 生 自 哈 '"*! 。 在 本 研 
究 发 现 4NQO 组 小 鼠 相 较 Control 组 小 鼠 食 管 增 粗 ， 表 
面目 凸 不 平 ， 出 现 大 小 不 等 结 节 ， 组 织 恶性 病理 改变 表 
明 小 鼠 原 位 食管 癌 模 型 诱导 成 功 。 而 与 4NQO 组 比较 ， 
不 同 剂 量 石 见 穿 干预 后 小 鼠 的 食管 变 细 ， 结 节 减 少 ， 病 
理 改变 程度 减轻 ， 并且 生存 率 明 显 提高 。 这 表明 石 见 穿 
的 干预 可 以 显著 抑制 小 鼠 原 位 食管 癌 的 进展 。 

铁 死亡 的 过 程 始 于 游离 Fe 的 积累  。Fe” 激活 
芬 顿 反应 释放 自由 基 ， 了 驱动 脂 质 过 和 氧化， 破坏 细胞 结构 
并 循环 激活 芬 顿 反应 ， 释 放出 大 量 的 活性 氧 '， 引 起 细 
胞 死亡 “1 。 随 着 铁 死亡 的 进展 ， 过 氧化 脂 质 逐 渐 分 
解 为 一 系列 复杂 的 化 合 物 ， 如 MDA。 而 在 此 过 程 中 ， 
GSH 发 挥 抗 氧化 作用 ， 可 中 和 过 氧化 脂 质 并 保护 膜 的 
流动 性 ， 从 而 保护 细胞 和 膜 免 受过 氧化 ， 常 作为 抗 氧化 
指标 被 检测 中。 总 之 ，Fe*、MDA、GCSH 是 铁 死亡 的 
重要 标志 物 。 本 研究 发 现 ， 在 小 鼠 食 管 组 织 中 ， 相 较 于 
4NQO 组 ， 石 见 穿 干 预 的 小 鼠 食管 组 织 中 Fe” 和 MDA 
含量 明显 升 高 ，GSH 含量 明显 降低 。 提 示 石 见 穿 可 通过 
促进 铁 离子 堆积 和 降低 过 氧化 水 平 发 挥 诱导 食管 癌 铁 死 
亡 发 生 的 作用 。 

作为 一 种 新 型 死亡 方式 ， 铁 死亡 的 发 生 与 多 个 细胞 
代谢 调控 系统 密切 相关 ， 其 中 涉及 铁 代 谢 亲 乱 、 氨 基 酸 
抗 氧化 失衡 和 脂 质 过 氧化 物 积 累 等  。 其 中 ，NCOA4 
是 铁 死亡 的 关键 调节 因子 ， 主 要 通过 介 导 铁 和 蛋白 大 只 发 
挥 作 用 。 铁 蛋白 被 降解 ， 释 放出 游离 铁 ， 引 起 大 量 铁 蓄 
积 最 终 导 致 铁 死亡 "1 。 而 GCPX4 协同 GSH 发 挥 抗 氧化 
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作用 ,阻碍 细胞 内 活性 氧 的 生成 ， 抑 制 肿瘤 细胞 铁 死亡 
的 发 生 '"] 。 本 实验 中 选择 NCOA4 和 GPX4 两 个 蛋白 
作为 参考 指标 ， 与 4NQO 组 相 比 ， 石 见 穿 干预 的 小 鼠 食 
管 组 织 内 NCOA4 和 蛋白 表达 量 增加 ，GPX4 和 蛋白 表达 量 
降低 ， 说 明石 见 穿 促进 了 小 鼠 食管 肿瘤 细胞 铁 死 亡 的 发 

其 机 制 可 能 与 NCOA4 、GPX4 有 关 。 

目前 ,食管 癌 发 病 机 制 尚未 完全 明确 。 因 此 ， 中 药 
以 其 多 成 分 、 多 靶 点 的 特征 在 其 防治 过 程 中 作用 巨大 ， 
但 同时 也 导致 了 相关 作用 机 制 不 明 等 问题 。 本 研究 为 石 
见 穿 治疗 食管 癌 提 供 了 理论 依据 ， 为 其 作用 机 制 的 探究 
提供 了 新 的 思 

作者 贡献 : 二 证 所 二 必 负责 文章 的 质量 控 
制 ， 对 论文 负责 ; 林 铭 荣 设计 研究 方案 、 进 行文 章 的 构 


思 与 设计 ， 论 文 撰写 ; 林 铭 荣 ， 员 营 ， 李 丽 峰 负责 试验 
实施 、 样 本 收集 及 检测 ; 黄 鸣 、 吴 忠 冰 收集 整理 数据 ， 
进行 统计 学 分 析 。 

本 文 无 利益 冲突 。 
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